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" Oligonucleotide et son utilisation pour moduler Pexpression de la Protein- 
Kinase C isoforme beta-1 comme agent de depigmentation cutanee 99 

La presente invention concerne des sequences oligonucleotidiques ainsi 
5 que leurs derives capables de s'hybrider avec le gene ou.avec les produits du gene 
codant pour la Protein-Kinase C (PKC) isoforme beta-l(PKC-beta-l). 

La presente invention concerne egalement Tutilisation de ces nouvelles 
sequences oligonucleotidiques comme agent depigmentant ou blanchissant de la 
peau dans une composition cosmetique ou dans une composition dennatologique. 

10 Chez lliomme, la pigmentation resulte de la synthese et de la distribution 

des pigments melaniques dans la peau, les follicules pileux ou les yeux. La 
pigmentation est genetiquement predefinie mais elle est regulee par de nombreux 
facteurs internes ou externes. Les melanines produites par les melanocytes ainsi 
que le nombre de melanocytes, leur activite tyrosinasique et leur capacite a 

15 exporter les melanines vers les keratinocytes, la taille des melanosomes qui 
contiennent des grains de melanine, vont conditionner la couleur de la peau 
humaine. Pour chaque individu, la couleur de la peau varie principalement en 
fonction de 1' irradiation plus ou moins importante des rayons ultra-violets (UV). 
Autrement dit pour chaque individu, il existe une pigmentation cutanee de base 

20 lorsqu'il subit la plus faible irradiation UV, correspondant a sa couleur de peau la 
plus claire, et une pigmentation cutanee plus intense s'il re?oit une irradiation UV 
plus forte, allant jusqu'a une pigmentation maximum correspondant a sa couleur 
de peau la plus foncee lorsqu'il est expose de maniere prolongee a une irradiation 
UV intense, telle que celle que l'on peut rencontrer en altitude en montagne. 

25 D' autre part, comme on le sait bien, il existe dans la population mondial e, 

une tres grande diversite genetique quant a la pigmentation cutanee. Ainsi, selon 
les populations, la couleur de la peau correspondant a la pigmentation de base 
definie ci-dessus, presente une teinte plus ou moins claire se situant entre les deux 
extremes : tres claire et tres foncee. Egalement selon les populations, la difference 

30 . de teinte de la peau entre la pigmentation de base et la pigmentation maximum est 
plus ou moins importante. Ainsi, il est bien connu que les personnes appartenant a 
certaines populations a peau claire (pigmentation de base) reagissent rapidement 
' et/ou de maniere importante a Taction des UV et peuvent done facilement 
presenter une peau de teinte foncee, meme lorsque ces personnes ne se sont pas 
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exposees vojontairement et de facon prolongee au soleil. Dans la suite du texte, 
ces personnes seront designees par 1'expression «personnes tres reactives aux 
UV ». II en est notamment ainsi de populations d'origine asiatique ou de certaines 
populations dites metisses. 
5 Par ailleurs, des personnes voient apparaitre sur leur peau, en particulier au 

niveau du visage ou des mains des zones et/ou des taches plus foncees et/ou plus 
colorees conferant a la peau une heterogeneite. Ces taches sont dues a une 
concentration importante de nielanine dans les keratinocytes de l'epiderme. 

Le mecanisnie de formation de la pigmentation cutanee fait intervenir la 
" ro ~ ~synffiS» a^mHffiffiST ' 'C^m^a^^^^^ciAi^^^^sd^^^dt fait 
intervenir schematiquement les principales etapes suivantes : 

Tyrosine * Dopa — r— ► Dopaquinone ► Dopachrome ► Melanines 

La tyrosinase, activee par une reaction de phosphorylation catalysee par la 
Protein Kinase C, est une enzyme essentielle intervenant dans cette suite de 
15 reactions. La tyrosinase catalyse notamment la reaction de transformation de la 
tyrosine en Dopa (Dihydroxyphenylalanine) et la reaction de transformation de la 
Dopa en Dopaquinone conduisant a la formation des pigments melaniques. 

Une molecule est reconnue comme depigmentante si elle agit directement 
sur les melanocytes epidermiques en inhibant l'activite de ces cellules et/ou si elle 
20 bloque l'une des etapes de la biosynthese des melanines. C'est le cas notamment 
lorsque la molecule inhibe l'une des enzymes impliquees dans la melanogenese 
ou lorsqu'elle reagit avec les composes chimiques de la chaine de synthese des 
melanines. 

Les substances d6pigmentantes connues sont notamment rhydroquinone et 
25 ses derives, l'acide ascorbique et ses derives, des extraits placentaires, l'acide 
kojique, l'arbutine, les iminophenols (WO 99/22707), 1'association de carnitine et 
de quinone (DE 19806947), les derives amides d'amino-ph'enol (FR 2 772 607), et 
les derives de benzothiazole (WO 99/24035). Ces substances peuvent presenter 
certains inconvenients. Elles peuvent etre instables, necessiter une utilisation a des 
30 concentrations elevees, manquer de specificite quant a leur mode d'action, ou 
presenter un pbuvoir cytotoxique ou irritant. 
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Jl/utilisation topique de substances depigmentantes efficaces et 
inoffensives est particulierement recherchee en cosmetique et en dermatologie. On 
utilise notamment ces substances pour traiter des hyperpigmentations regionales 
par hyper-activite melanocytaire telles que les melasmas idiopathiques, les 
5 hyperpigmentations localisees par hyper-activite et proliferation melanocytaire 
benigne telles que les taches pigmentaires dites de senescence (lentigos seniles), 
les hyperpigmentations accidentelles telles que la photosensibilisation ou la 
cicatrisation post-lesionnelle, ainsi que certaines leucodermies telles que le 
vitiligo. Dans ces derniers cas, a defaut de pouvoir repigmenter la peau, on attenue 

roc™ :la"'pigmenta:tion~de donn^'a la peau 

une couleur plus homogene. 

Des substances depigmentantes sont egalement utilisees en tant qu'agents 
de blanchiment de la peau par certaines personnes, en particulier celles designees 
plus haut, qui sont tres reactives aux UV, pour eclaircir leur teint, notamment 

15 celui de leur visage et de leurs mains, afin de conserver une couleur de peau la 
plus claire possible ou tout au moins de reduire les effets pigmentants des rayons 
UV. 

Le probleme pose aux professionals est done la conception, la fabrication 
ou Tisolement de nouvelles substances depigmentantes ou de nouveaiix agents 

20 blanchissant de la peau humaine, des poils et/ou des cheveux ne presentant pas les 
inconvenients des substances connues, e'est-a-dire qui soient non irritants, non 
toxiques et/ou non allergisants pour la peau et stables dans une . composition, et 
qu l ils presentent une activite a tres faible concentration sans aucune cytotoxicite. 

L'utilisation d'un oligonucleotide antisens pour traiter les maladies dues a 

25 un dysfonctionnement des melanocytes, en particulier le vitiligo et d'autres 
maladies depigmentantes, a ete decrite dans WO 99/25819. Dans ces pathologies 
cutanees, Thypopigmentation resulte d'une teneur anormalement elevee en 
tenascine. Les oligonucleotides decrits dans ce document agissent contre 
Thypopigmentation en regulant V expression de la tenascine. 

30 Au contraire, Pobjet de la presente invention consiste a foumir un agent 

depigmentant agissant "sur le processus de la melanogenese, destine d'une part, 
dans le cas d'une pigmentation sensiblement homogene, au blanchiment de la 
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peau, des polls ou des cheveux, c'est-a-dire a diminuer leur pigmentation, et 
d'autre part, a lutter contre l'hyperpigmentation cutanee a savoir lorsque la peau 
presente une heterogeneite de pigmentation. 

On connait de part la demande de brevet WO 01/58918 des 
oligonucleotides capables de s'hybrider de facon specifique avec le gene ou un 
produit du gene codant pour la tyrosinase ou la tyrosinase related-protein 1 
enzymes entrant dans le metabolisme de la melanine. Les sequences decrites 
permettent de mettre an point des compositions agissant comme agent 
depigmentant ou blanchissant de la peau, des poils ou cbeveux. 

^■m-^m^a^w^^-^^^^-^ 6 q ^" de maBiere 



surprenante, des sequences d'oligonucleotide, autres que celles pouvant s'hybrider 
. de facon specifique avec les enzymes sp6cifiquement impliquees dans le 
metabolisme de la melanine, etaient utiles et efficaces pour agir en tant qu'agent 
depigmentant ou blanchissant de la peau, des poils ou cheveux, et ce sans procurer 
d'effet secondaire. 

La presente invention a pour objet un oligonucleotide comportant un 
nombre de nucleotides compris entre 7 et 25, de preference egal a 20, capable de 
s'hybrider de facon specifique avec les genes ou les produits des genes codant 
pour la proteine kinase C beta- 1 (PKC beta-1). 

Les inventeurs de la presente invention ont trouve que des oligonucleotides 
pouvant s'hybrider de facon specifique avec le gene ou les produits des genes (tels 
que les ARN) codant pour la PKC isoforme beta-1 presentent une activite 
depigmentante. Cette activite existe meme a tres faible concentration, ce qui 
augmente 1'interet de ces ohgonucleotides. De plus, ces oligonucleotides selon 
Pinvention ne presentent aucune cytotoxicity. 

Les ohgonucleotides selon l'invention interviennent en amont des 
mecanismes de la melanogenese en modulant l'expression de la PKC beta-1 et 
done son activite. Par consequent, la diminution de l'activite de la PKC beta-1 
conduit a une diminution de la phosphorylation de la tyrosinase dans les 
melanocytes. 

Les oligonucleotides selon l'invention offrent une solution ideale aux 
problemes poses par les substances utilisees classiquement. Les" substances 
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connues qui inhibent l'activite de la tyrosinase (notamment lTiydroquinone et ses 
derives, l'acide ascorbique et ses derives, des extraits placentaires, 1'acide kojique, 
l-arbutine) presentent de multiples effets secondaires inacceptables du fait de leur 
faible specificite. 

5 La presente invention resout done les problemes. rencontres par les 

recherches anterieures en modulant l'activation de Penzyme par phosphorylation 
au lieu d'inhiber directement l'enzyme apres son activation pour obtenir l'effet 
depigmentant. 

Dans la presente invention, le terme "oligonucleotide" . signifie des 
l^JBS^^^f!^^^^. nucleobases naturelles et de groupements 
pentafuranosyles (sucre) formant des nucleosides qui sont relies entre eux par 
liaisons phosphodiesters natives. Le terme "oligonucleotides" se refere done aux 
especes naturelles ou aux especes synthetiques formes a partir de sous unites 
naturelles ou de leurs homologues proches. 
15 Le terme "oligonucleotides" designe une structure comprenant des 

nucleotides, de preference des desoxyribonucleotides, mais egalement des 
ribonucleotides. Le terme concerne seulement la structure primaire de la 
molecule. Ainsi, ce terme inclut l'ADN double et simple brin, aussi bien que 
TARN double et simple brin. 

0 Le terme "oligonucleotides" peut se referer aussi aux parties qui ont des 

fonctions similaires aux oligonucleotides naturels mais qui peuvent presenter des 
portions non naturelles. Les oligonucleotides peuvent avoir des parties sucres, des 
parties nucleobases ou des liaisons internucleotidiques modifiees. Parmi les 
modifications possibles, les modifications preferees sont les derives 2'-0-alkyle 
sur la partie sucre, en particulier les derives 2'-0-ethyloxymethyle ou 2'-0- 
methyle, et/ou les phosphorothioates ou les methylphosphonates pour le squelette 
internucl eoti dique. 

Les oligonucleotides, chimeriques sont compris dans les modifications 
preferentielles de lWntion. Les ohgonucleotides contiennent au moins deux 
regions chimiquement differentes, chacune comprenant au moins un nucleotide, fi 
s'agit en particulier d'une ou de plusieurs regions comprenant un nucleotide 
modifie qui confere une ou plusieurs proprietes benefiques comme par exemple 
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une .meilleure stabilite biologique, une biodisponiblite accrue, ^augmentation de 
l'intemalisation cellulaire ou l'augmentation de l'affinite pour l'APN cible. 

De facon preferee, le squelette intemucleotidique peut etre en tout ou 
partie phosphodiesters, ou phosphorothioates, ou methylpho'sphonates ou les 
5 combinaisons de liaisons phosphodiesters et/ou phosphorothioates et/ou 
methylphosphonates. 

Le terme "oligonucleotide" peut egalement se referer a des 
oligonucleotides auxquels on a greffe un vecteur d' administration circulate de 
type plasmidique ou un vecteur d'administration lineaire de type acide nucleique 
10 ou peptidiqueT •— — ■ - : - -- 

Dans la presente invention, on entend par : 

- "capable de sliybrider" ou "hybridation", la formation de liaisons 
hydrogenes, aussi connue comme appariement Watson-Crick entre les bases 
complementaires, usuellement sur deux brins d'acide nucleique pour former un 
15 duplex en double helice, ou triplex si l'oligonucleotide est constitue d-un double 
brin. 

Le degre de complementarite entre deux sequences d'acide nucleique de 
longueur identique est determine en comparant, apres alignement, la premiere 
sequence avec la sequence complementaire de la seconde sequence. Le degre de 

20 complementary est calcule en determinant le nombre de positions identiques 
pour lesquelles le nucleotide est identique entre les deux sequences ainsi 
comparees, en divisant ce nombre de positions identiques par le nombre total de 
positions et en multipliant le resultat obtenu par 100 pour obtenir le degre de 
complementarite entre ces deux sequences. 

25 - "gene codant pour la PKC", la sequence genomique de la PKC 

comprenant les introns et exons de ce gene. 

- "PKCbeta-l", l'isoformebeta-l de la PKC 

- "produit des genes codant pour la PKC", les sequences ARN messagers. 
L'oligonucleotide selon l'invention sTiybride de preference specifiquement 

3b avec le gene ou. les produits du gene codant pour la PKC isoforme beta-1. En 
particulier, 1'oHgonucleotide de l'invention est capable de s'hybrider avec 1'ADN 
du gene qui code pour la PKC et/ou avec l'AHNm derivant de ces genes. Les 
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oligonucleotides selon P invention comportent tin nombre de nucleotides suffisant 
en identite et en nombre pour sliybrider de fa9on specifique. Cette propriete est 
couramment-appelee "antisens". 

Dans la presente invention, le terme "hybridation specifique" signifie en 
5 particulier qu ! il existe un degre de complementarity suffisant pour eviter la 
fixation non specifique de Toligonucleotide sur une sequence non ciblee dans les 
conditions ou la fixation specifique est souhaitee. II est entendu que 
Toligonucleotide n ! a pas besoin de presenter une complementarite de 100% avec 
la sequence de l'acide nucleique cible pour sTiybrider specifiquement.. En 
TO pafficiiheivW presmtanF-un degr6 de rampT6^ntarit6 au moins 

egal a 80 % environ est capable de s'hybrider specifiquement avec l'acide 
nucleique choisi comme cible. 

Le role d'activateur de la tyrosinase par phosphorylation jou6 par la PKC 
et le role cle de la tyrosinase dans la melanogenese sont connus. L'utilisation d'un 
15 oligonucleotide dirige contre un ARN messager codant pour une enzyme ou une 
. proteine et meme la PKC beta-1 afin d'en moduler Texpression est egalement 
connue. 

Cependant, le role de Tisoforme beta-1 de la Protein Kinase C n'etait pas 
connu specifiquement dans la melanogenese. Le caractere ubiquitaire de la PKC 
20 fait que la non specificite d' action des inhibiteurs classiques est redhibitoire pour 
un usage dermatologique ou pharmaceutique. De plus, les inhibiteurs classiques 
de la PKC beta couvrent les isoformes beta-1 et beta-2 et ne sont done pas 
specifiques des melanocytes puisque des cellules comme les cellules de 
Langerhans presentes dans la peau ont une activite PKC beta-2. 
25 La technique elaboree par les inventeurs de la presente invention est la 

seule qui permette d'avoir une action specifique sur 1'isoforme beta-1 en 
preservant les autres isoformes de la PKC beta et de la PKC en general. De plus 
cette technique n'avait jamais ete utilisee comme moyen de depigmentation. 

L' oligonucleotide selon l'invention est determine pour s ! hybrider 
30 directement a TARN messager ou au gene. Us permettent ainsi de realiser une 
modulation ultime de la quantite de PKC beta-1 produite par les genes. . 
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, Dans un mode de realisation preferentiel, l'oligonucleotide selon 
Invention est capable de s'hybrider de facon specifique avec une quelconque des 
regions 5' a 3', codante ou non codante des genes codant pour la PKC beta-1 . 

Dans un mode de realisation plus preferentiel, la sequence de 
l'oligonucleotide est Yvne des sequences SEQ ID N°l a SEQ ID N°5 ayant la 
signification suivante : 

- SEQ ID N°l : ACACCCCAGGCTCAACGATG 

- SED ID N°2 : TGG AGT TTG CAT TCA CCT AC 

- SEQ ID N°3 : AAA GGC CTC TAA GAC AAG CT 
SED-ID N 0 4-: GCC AGC ATG TGC ACC GTG AA 

- SED ID N°5 : CCG AAG CTT ACT CAC AAT TT 
Dans un mode de realisation encore plus preferentiel, la sequence est Tune 

des sequences SEQ ID N°l et SEQ ID N°4, et plus particulierement la sequence 
SEQIDN 0 1. 

Dans un autre mode de realisation preferentiel selon l'invention, 
l'oligonucleotide comprend une ou plusieurs modifications cbimiques au niveau 
de ses parties sucres, ses parties nucleobases ou son squelette internucleotidique 
qui conferent des caracteristiques physico-chimiques ameliorees audit 
oligonucleotide. 

Par "caracteristiques physi<x>-chimiques ameliorees", on entend des 
caracteristiques souhaitables de roligonucleotide selon l'invention, teUes qu'une 
biodisponibilite accrue, Taugmentation de raffinite pour les sequences cibles, 
1'augmentation de rinternatisation cellulaire ou une meilleure stabilite biologique 
ou 1'augmentation de la stabilite en presence de nucleases cellulaires. 
25 A titre d'exemple, les modifications pouvant conferer ces caracteristiques 

sont les derives 2'-0-alkyle et 2'-0-fluoro sur la partie sucre du nucleoside, et les 
derives phosphorothioates ou les derives methylphosphonates au niveau du 
squelette internucleotidique. 

Dans un mode de realisation preferentiel selon l'invention, 
30 l'oligonucleotide est modifie chimiquement en ce que : 

- une partie des groupements phosphodiesters de son squelette 
internucleotidique est remplacee par des groupements phosphorothioates. 
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« - une partie des groupements phosphodiesters de son squelette 
internucleotidique est remplacee par des groupements methylphosphonates. 

- tons les groupements phosphodiesters sont remplaces par des 
• groupements phosphorothioates. 

5 - tous les groupements phosphodiesters sont remplaces par des 

groupements methylphosphonates. 

- les groupements phosphodiesters sont remplaces en tout ou partie par des 
groupements phosphorothioates et/ou par des groupements methylphosphonates. 

- on a greffe sur l'oligonucleotide un vecteur d 5 administration lineaire de 
"T<T~~ : "t^ ou un vecteur d' administration circulaire de. 

type plasmidique. 

La presente invention a aussi pour objet une composition cosmetique 
contenant T oligonucleotide decrit precedemment et un miheu cosmetiquement 
acceptable. 

15 Une telle composition peut contenir en outre, un ou plusieur's agents actifs 

visant a renforcer les effets recherches. 

Lesdits agents actifs utilisables en association avec 1* oligonucleotide selon 
Tinvention, utilises purs ou provenant d'extraits renfermant ces molecules, sont 
notamment les composes suivants: un oligonucleotide antisens dirig£ contre les 

20 produits d' expression du gene de la tyrosinase, un oligonucleotide antisens dirige 
contre les produits d'expression du gene de la tyrosinase-related-protein 1 (TRP- 
1), Pacide ellagique et ses derives ; Thydroquinone ; rarbutine ; le resorcinol et 
ses derives ; la vitamine C et ses derives ; le pantothenate sulfonate et ses derives ; 
l'acide kojique ; les extraits placentaires ; des molecules interferant directement 

25 ou indirectement avec ralpha-melanocj^te stimulating hormone (a-MSH) ou son 
recepteur ou l'hormone adrenocoiticotropique (ACTH) ; les polyols tels que la 
glycerine le glycol ou le propylene glycol ; les vitamines ; les agents 
keratolytiques et/ou desquamants tels que l'acide salicylique et ses derives ; les 
alpha-hydro xyacides tels que Facide lactique ou l'acide malique, seuls ou greffes ; 

30 l'acide ascorbique et ses derives ;les retinoides et les carotenoides en preparation 
liposomique ou non tels que le retinaldehyde ; le retinol et ses derives tels que le 
palmitate, le propionate ou 1' acetate, le beta-carotene, des agents antiglycation 
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et/ou antioxydants pris seuls ou en association tels que le tocopherol et ses 
derives, Pergothioneine, la thiotaurine, Phypotaurine, Paminoguanidine, la 
thiamine pyrophosphate, la pyridoxamine, la lysine, Phistidine, Parginine, la 
phenylalanine, la pyridoxine, P adenosine triphosphate ; les agents anti- 
5 inflammatoires tels que le stearyl glycyrrhetinate ; les agents apaisants et leurs 
melanges, les filtres solaires chimiques ou physiques tels que le 
methoxycinnamate d'octyle, le butyl-methoxydibenzoyl-methane, Poxyde de 
titane et Poxyde de zinc ; et les acides desoxyribonucleiques et/ou nucleiques. 

En cas d'incompatibilite, ces actifs et/ou les oligonucleotides peuvent etre 
10 incorpdres dans des spherules, notamment des vesicufes formes de lipides 
amphiphiles ioniques ou non ioniques telles que decrites dans le brevet fran9ais 
FR 25344S7 et/ou des nanoparticules et/ou des nanospheres. 

La composition cosmetique selon Pinvention est appropriee pour une 
utilisation topique et contient done un milieu cosmetiquement acceptable, e'est-a- 
15 dire compatible avec la peau. 

La sequence oligonucleotide selon Pinvention peut etre presente de 
maniere preferentielle en quantite allant de 0,00001% a 10% et de preference de 
0,0003% a 3% du poids total de la composition cosmetique. 

La composition de Pinvention peut se presenter sous toutes les formes 
20 galeniques nonnalement utilisees pour une application topique notamment sous 
forme d ! une solution aqueuse, hydroalcoolique ou huileuse, d ! une emulsion huile 
dans eau ou eau dans huile ou multiple, d'un gel aqueux ou huileux, d'un produit 
anhydre hquide, pateux ou sohde, d f une dispersion dTiuile dans une phase 
polymerique telle que les nanospheres et les nanocapsules ou mieux des vesicules 
25 lipidiques de type ionique et/ou non-ionique tels que decrit dans le brevet fran$ais 
FR 2534487. 

Cette composition peut etre plus ou moins fluide et avoir Paspect d ! une 
creme blanche ou coloree, d'une pommade, d'un lait, d'une lotion, d'un serum, 
d f une pate ou d'une mousse. Elle peut eventuellement etre appliquee sur la peau 
30 sous forme d'aerosol. Elle peut egalement se presenter sous forme solide 
pulverulent ou non, par exemple sous forme stick. Elle peut encore se presenter 
sous la forme de patchs, de crayons, de pinceaux et d'applicateurs autorisant une 
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application localisee sur les taches du visage ou des mains. Elle peut etre litilisee 
comme produit de soin et/ou comme produit de maquillage. 

De fa?on connue, la composition de Tinvention peut contenir egalement les 
adjuvants habituels dans les domaines cosmetique, tels que les gelifiants 
5 hydrophiles ou lipophiles, les actifs hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, 
les antioxydants, les solvants, les parfums, les charges, les filtres, les pigments, les 
absorbeurs d ! odeur et les matieres colorantes. Les quantites de ces differents 
adjuvants sont celles classiquement utilisees dans les domaines consideres. Ces 
adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits dans la phase grasse, dans la 

ld~ pES^aqueuse"- dans les vi&i^i^l^S^^&^a dans les ; nanop^cules: 

Dans un mode de realisation preferentiel selon Tinvention, la composition 
cosmetologique se presente sous la forme d'une emulsion contenant une huile, un 
emulsionnant choisi parmi les esters d'acide gras et de polyethylene glycol, tels 
que le stearate de PEG-20, et les esters d'acide gras et de glycerine, tels que le> 

15 . stearate de glycerine, et un co-emulsionnant 

Lorsque la composition cosmetique de Tinvention est une emulsion, la 
proportion de la phase grasse peut aller de 5 a 80% en poids, et de preference de 5 
a 50% en poids par rapport au poids total de la composition. Les huiles, les 
emulsionnants et les co-emulsionnants utilises dans la composition sous forme 

20 d r emulsion sont choisis parmi ceux classiquement utilises dans le domaine 
considere. L f emulsionnant et le : co-emulsionnant sont presents, dans la 
composition, en une proportion allant de 0,3% a 30% en poids, et de preference de 
0,5% a 20% en poids par rapport au poids total de la composition. 

Comme huiles utilisables en association avec les oligonucleotides selon 

25 Tinvention, on peut citer les huiles minerales (huile de vaseline), les huiles 
d'origine vegetale (huile d'avocat, huile de soja), les huiles d ! origine animale 
(lanoline), les huiles de synthese (perhydrosqualene), les huiles siliconees 
(cyclomethicone) et les huiles fluorees (perfluoropolyethers). On peut aussi 
utiliser comme matiere grasses des alcools gras (alcool cetylique), des acides gras, 

30 des cires (cire de Carnauba, ozokerite). 

Comme emulsionnants et coemulsionnants utilisables en association avec 
les oligonucleotides selon Tinvention, on peut citer par exemple les esters d ! acide 
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gras et de polyethylene glycol tels que le stearate de PEG-20 et les esters d'acide 
gras et de glycerine tels que le stearate de glyceryls 

Comme gelifiants hydrophiles utilisables en association avec les 
oligonucleotides selon l'invention, on peut citer en particulier les polymeres 
carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryhques tels que les 
copolymeres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylarnides, les polysaccharides, 
les gommes naturelles et les argiles. Comme gelifiants lipophiles, on peut citer les 
argiles modifiees comme les bentones, les sels metalliques d'acides gras, la silice 
hydrophobe et les polyethylenes. 

La presentemvention a egalbmenfpow objet f'^ 
oligonucleotide dirigee contre les produits de transcription des genes codant pour 
la PKC beta- 1 pour la fabrication d'une composition cosmetique. 

Cette composition cosmetique est utile pour depigmenter et/ou blanchir la 
peau, les poils et/ou les cheveux humains. 

La presente invention a egalement pour objet Putilisation d'au moins un 
oligonucleotide a titre d'agent actif inhibiteur de la synthese de la melanine pour 
la fabrication d'une composition pharmaceutique topique destinee au traitement ou 
a la prevention des hyperpigmentations regionales par hyper-activite 
melanocytaire telles que les melasmas idiopathiques, des hyperpigmentations 
locahsees par hyper-activite et proliferation melanocytaire benigne telles que les 
taches pigmentaires seniles (lentigo actiniques), des hyperpigmentations 
accidentelles telles que la photosensibilisation ou la cicatrisation post-lesionnelle, 
et pour le traitement de certaines Ieucodermies telles que le vitiligo! 

Dans un mode de realisation preferentiel selon l'invention, l'utilisation est 
caracterisee en ce que le/les ohgonucleotides selon l'invention represented 
0,00001 % a 10 %, de preference 0,0003 % a 3 % du poids total de ladite 
composition pharmaceutique topique 

La composition pharmaceutique est destinee a etre administree de fa 9 on 
simultanee, separee ou etalee dans le temps en association avec un ou plusieurs 
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* Les .exemples suivants illustrent la presente invention sans toutefois la 
limiter. 

Pour des raisons de stabilite dans les milieux de culture in-vitro et 
conformement a l'usage, les exemples 2 a 4 ont ete realises avec des derives 
5 phosphorothioates et les exemples 5 a 12 ont ete realises indifferenunent avec des 
derives phosphorothioates ou phosphodiesters. 

Dans les exemples qui suivent, tous les pourcentages sont donnes en poids, 
sauf indications contraires. 

10 Exempli 1": SvntKese des Oligonucleotides " ~ 

Les oligonucleotides ont ete synthetises avec un synthetiseur automatique 
(Perseptive Biosystems Expedite modele 8909) en utilisant la chimie standard des 
derives phosphoramidites en utilisant les protocoles du constructeur. Les 
B-cyanoethyldiisopropylphosphoramidites ont ete fournis par la societe Perseptive 

15 Biosystems. Pour les oligonucleotides phosphodiesters, Fetape d'oxydation du 
phosphite a ete effectuee avec une solution d'iode. En ce qui conceme les 
oligonucleotides phosphorothioates, Fetape d'oxydation du phosphite a ete 
effectuee en utilisant une solution 0,05 M de 3H-l,2-benzodithiol-3-one 1,1- 
dioxide dans de Facetonitrile anhydre. Apres clivage de la colonne (Controlled 

20 Pore Glass, Perseptive Biosystems) et deprotection totale de la sequence par un 
traitement de 18h a 55°C par une solution d'ammoniaque a 33%, les 
oUgonucleotides ont ete purifiees par precipitation dans Fethanol en presence 
d' acetate de sodium. Des controles par chromatographic liquide haute pression 
ont ete ensuite realises par chromatographic echangeuses d'ions avec elution par 

25 un gradient de chlorure de sodium et par chromatographie en phase inverse CI 8 
avec elution par un gradient d'acetonitrile en presence d' acetate de 
triethylammonium. 

A titre d'exemple, les oligonucleotides suivants ont ete synthetises. lis sont 
decrits dans le tableau 1. II s'agit de cinq sequences de ce tableau, numerotees 

30 SEQIDN 0 1, SEQ ID N°2, SEQE)N 0 3, SEQ ID N°4 et SEQ IDN 0 5. Leur 
activite depigmentante a fait Fobjet d' etudes rapportees dans les exemples 
suivants, et plus specifiquement pour la sequence SEQ ID NO.l. 
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'Dans le tableau 1, les numeros mentionnes sous chaque extremite des 
sequences indiquent la position de l'oligonucleotide dans les sequences d'origine. 

La sequence provient de la sequence dite « HSPB1A» de l'ARN messager 
codant pour la proteine kinase C type beta 1 (Genbank accession number 
X06318). 

Par ailleurs, a titre comparauf, et pour confirmer la specificite des 
oligonucleotides selon l'invention vis a vis des genes ou des produits de genes 
codant pour la PKC beta 1, un oligonucleotide base sur la sequence SEQ ID N°l 
de l'invention, a ete synthetise, a savoir , une sequence dite « controle sens », 
designee^EQ^I^ 
la sequence SEQ ID N°l. 



TABLEAU 1 



SEQ ID 
NO. 


SEQUENCE OLIGONUCLEOTIDE 


LOCUS 


1. 


ACA CCC CAG GCT CAACGA TG 
2186 2167 


HSPKCB1A 


2. 


TGG AGT TTG CAT TCA CCT AC 
2168 2149 


HSPKCB1A 


3. 


AAA GGC CTC TAA GAC AAG CT 
2285 2266 


HSPKCB1A 


4. 


GCC AGC ATC TGC ACC GTG AA 
2250 2231 


HSPKCB1A 


' 5. 


CCG AAG CTT ACT CAC AAT TT 
2569 2550 


HSPKCB1A 


6. 


GTA GCA ACT CGG ACC CCA CA 
2167 2186 


HSPKCB1A 



15 



Exemple 2 : Activity anti-PRC beta 1 de la sequence SEQ ID N°l sur 
melanocytes par western-blot 

Les melanocytes M4Beu sont des cellules isolees de melanome humain. (R 
Jacubovich et J.F. Dore Cancer Immunol. Immunother., 7 (1979), 59-64.). 



WO 2005/073243 PCT/FR2004/003397 

15 

* Le milieu de culture utilise pour ces cellules est le milieu Dubelco's 
Modified Eagle supplemente avec 10% de serum de veau foetal (Gibco, Paisley, 
GB) et de gentamiciiie a une concentration de 4|ug/ml. 

Les cellules M4Beu sont ensemencees a 500 000 cellules par boite avec la 
5 SEQ ID N°l ou la SEQ ID n°6 a ljiM dans le milieu et pendant 3 jours le milieu 
est change une fois avec la SEQ ID N°l ou la SEQ ID n°6 jusqu'a confluence des 
cellules, les cellules etant recuperees 24 heures apres le dernier traitement 

Lorsque les cellules sont confluentes, le milieu de culture est elimine et les 
cellules sont rincees 2 fois avec du PBS. Les cellules sont ensuite collectees par 
"1*0 ^ : atta£<F 11^^ l^e" comp^ & 

-80°C. Le lysat cellulaire est obtenu par sonication a une amplitude de 7jxm 
pendant 2x1 0s. 

Les proteines du lysat cellulaire sont dosees selon la methode 
colorimetrique de Bradford en utilisant la micro methode du kit Biorad 
15 (Reference: Bio-Rad protein assay 500-0002, Hercules CA, USA). 

L'electrophorese des proteines est realisee en minigel de polyacrylamide 
de 1mm d'epaisseur a 7,5 % en conditions denaturantes et reduetrices, en tampon 
discontinu selon la methode de Laemmli (1970). Des gels a 7,5% T, 2,7% C 
peimettent de separer les proteines d'une masse moleculaire de 30 a 200kDa, ce 
20 qui nous permet d f avoir la migration de la PKCB au milieu du gel. - 

15 fig de proteine du lysat cellulaire sont deposes, complete avec du 
tampon de lyse a 15 ou 20jal pour deposer un volume fixe. 4 ou 5 jal 
respectivement de bleu de migration 4x sont ajoutes aux lysats qui sont ensuite 
chauffes a 95 % pendant 5mn pour denaturer les proteines. 
25 L'electrophorese est realisee sous refrigeration et a amperage constant et 

voltage non limitant. 

Apres Telectrophorese, le gel est lave dans le tampon de transfert, pour une 
renaturation des proteines. Une membrane de PVDF (polyvinylidenedifuoride,) de 
bonne tenue mecanique et de forte capacite de fixation des proteines, est 
30 egalement equilibree dans ce meme tampon de transfert. 

Le transfert est realise par electrocution des proteines hors du gel sur la 
membrane de PVDF. Uappareil, le Trans-blot SD (semi-dry cell), transfert dans 
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une configuration horizontale. Afin de neutraliser les sites aspecifiques, la 
membrane est placee dans du lait en poudre demi-ecreme (Regilait^ dissout dans 
du tampon TBS-T. 

Les membranes sont lavees puis incubees avec Tanticorps primaire, c ! est-a- 
5 dire anti PKC beta I ou beta n, sous agitation pendant une heure a temperature 
ambiante. 

L'anticorps primaire est un anticorps polyclonal de lapin anti PKC beta I 
ou beta II humaine. II est utilise a 0,02|j,g/ml (Santacruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, USA). Afin d'eliminer l'exces d'anticorps primaire les membranes sont 
rincees avec le TBS-T, puis incubees pendant une heure a temperature ambiante 
avec l'anticorps secondaire. L f anticorps secondaire est un anti-lapin fait chez le 
singe couple a la peroxydase de raifort (Amersham, Buckinghamshire, GB). 
L'exces d'anticorps est elimine par rin9ages successifs dans le TBS-T. 

La detection des proteines se fait par chimioluminescence, utilisant le 
luminol comme substrat de la peroxydase (kit ECL, Amersham, 
Buckinghamshire, GB). Apres incubation de la membrane avec le luminol et un 
amphficateur, la membrane est recouverte d'un film autoradiographique 
(Hyperfilm ECL, Amersham, Buckinghamshire, GB). Le temps ^exposition du 
film sur la membrane est de 30 minutes. Les taches obtenues sont quantifies 
grace au logiciel "Biolise 3,02V" (BMG LABTECH GmbH, Hanns-Martin^ 
Schleyer-Str. 10, D-77656 Offenburg/Germany). Ce logiciel perm'et de calculer le 
volume des taches. 

A partir de ces volumes, un pourcentage d'inhibition peut etre calcule par 
rapport a un temoin d f experience de la maniere suivante: [1 - (Vol.de 
rechantillon/Vol du temoin)] xlOO. Les resultats sont presentes dans le Tableau 2 
ci-apres. 



TABLEAU 2 





Pourcentage d'inhibition de la PKC- beta 1 


temoin 


0 


SEQ ED N°6 


5 


SEQ ID N°l 


100 
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Exemple 3 : Activite anti-PKC beta-1 de la sequence SEQ ID N°l sur 
melanocytes par RT-PCR, 

Les melanocytes M4Beu sont des cellules isolees de melanome humain. (R 
5 Jacubovich et J.F. Dore Cancer Immunol. Immunother., 7 (1979), 59-64.). 

Le milieu de culture utilise pour ces cellules est le milieu Dubelco's 
Modified Eagle supplemente avec 1 0% de serum de veau foetal (Gibco, Paisley, 
GB) et de gentamicine a une concentration de 4}ig/ml. 

Les cellules M4Beu sont ensemencees a 500 000 cellules par boite avec la 
. _ „. y j 0 ^s le miHerL 

est change une fois avec la SEQ ED N°l ou la SEQ ID n°6 jusqu'a confluence des 
cellules, les cellules etant recuperees 24 heiires apres le dernier traitement. 

Ensuite, le milieu de culture est eliinine. Le tapis cellulaire est rince avec 
du PBS. Les cellules sont incubees lmn avec une solution de trypsine-EDTA la 
15 reaction est stoppee par addition de milieu supplemente avec du SVT a 10%. La 
suspension cellulaire obtenue est transferee dans un tube de 15ml et centrifiigee 
pour obtenir le culot cellulaire. Ce culot est ensuite rince deux fois avec du PBS. 
II peut etre congele a sec a -80°C. 

C'est a partir de ces culots que TARJSf total sera isole. Apres avoir verifier 
20 que le B-mercaptoethanol a ete ajoute au tampon de lyse SV ARN, 175jil de ce 
tampon est ajoute au culot cellulaire. La dilution des extraits cellulaires dans une 
solution de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) contenant une grande concentration en 
guanidine thiocyanate (tampon de lyse SV ARN) permet de detruire les 
complexes nucleoproteiques associes aux ARN et donne ainsi une precipitation 
25 selective des proteines cellulaires, alors que TARN reste en solution. Apres 
centrifugation pour nettoyer le lysat des proteines precipitees et des debris 
cellulaire, TARN va etre purifie a partir de ce culot. La solution claire du lysat est 
ainsi recuperee dans un tube propre. 

LARN est selectivement precipite par une solution d'ethanol. Cette 
30 precipitation est transferee sur la colonne ou TARN va se lier aux fibres de verre. 
Apres lavage de la colonne avec la solution de lavage SV ARN, les ARN restent 
fixes sur la colonne. 
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1 La Rnase-free Dnase I est appliquee directement sur la colonne pour 
digerer les ADN genomiques contaminants. La DNase est agitee pendant 15mn, la 
reaction est stoppee par addition de 200p.l de solution Stop SV Dnase sur la 
colonne. 

5 Puis apres lavage avec la solution de lavage S V ARN, les ARN totaux sont 

finaleinent elues de la colonne par addition de lOOjil d'eau nuclease-free. 

Les ARN sont doses a 260nm. Une unite de densite optique correspond a 
40jag /ml dARN. Le rapport de l'absorbance a 260nm et a 280nm (DO 260/DO 
280) fournit des indications quant a la purete de TARN prepare et doit se situer 
10 entre 1 ,8 et 2 la presence de proteines pouvant diminuer ce rapport. 

La concentration (fig/ml) = DO a 260 nm x 40 x facteur de dilution de 

. lecture 

La non degradation de ARNs est verifiee par electrophorese d^on aliquot 
de 2jig en minigel d'agarose a 0,8%. Les ARN sont visualises grace au BET. 
15 Le S el e st prepare en dissolvant 0 5 4g d ! agarose dans 50ml de tampon tris 

borate, TBE lx, par chauffage. Au moment de couler le gel 2 ? 5jxl de BET a 
lOmg/ml sont ajoutes. 

La migration s f efiFectue a 80V pendant 30mn. 

Les ARN 18s, 28s et 4s sont colores au BET et visualises sous UV (Table 
20 Bioblock Scientific, Hlkirch, France, longueur d'onde 3 12nm). 

Des echantillons non degrades laissent apparaitre 2 bandes intenses d f ARN 
28s et 1 8s, ainsi qu f une bande moins intense d'ARN 4S. 

Pour chaque ARN extrait, deux tubes sont prepares: 1 tube ou Tenzyme 
(Transcription inverse (RT) M-MLV, Gibco, Paisley, GB) sera ajoutee RT+, et 1 
25 oil l'enzyme ne sera pas ajoutee RT-. A partir d'un simple brin d'ARN et en 
presence d'amorces l'enzyme est capable de synthetiser un brin complementary. 
Les resultats sont presentes dans la Tableau 3 . 



30 
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TABLEAU 3 





RT+ 


RT- 


pdN(6) 6U/ml 
0,3 U ds l'essai 


lpl 


lpl 


ARN total 
2p.g/pi ds l'essai 


2pg/pl 


2pg/pl 


H20 


qsp 11, 5 pi 


qsp ll,5pl 



Dans le tableau 3, pdN(6) sont des oligonucleotides composes de 6 
nucleotides au hasard, lis serviront d'ambrce pour la transcriptase inverse. 
5 Pour denaturer les ARN, ces tubes sont mis a 65 °C pendant 5mn. 

Pendant ce temps, le melange ou mix ci-dessous presente dans le 
Tableau 4 est prepare pour chaque tube RT+ et RT-. 



TABLEAU 4 



MIX 


xl tube 


Tampon RT 5x 


4pl 


lx dans l'essai 




dNTP(lOmM) 


lpl 


dans l'essai 500pM 




dTT (0,1M) 


2pl 


dans l'essai 1 OmM 




RNA guard 


0,5pl 


TOTAL 


7,5ul 



10 

Dans chaque tube RT+ et RT-, 7,5jxl de mix sont ajoutes. 
Puis ljil d f enzyme RT (200U dans Tessai) est ajoutee dans les tabes RT+ ? 
alors que dans les tubes RT-, on ajoute Ifil d'eau. Puis tous les tubes sont incub6s 
. pendant 1 heure a 42°C, temperature optimum pour que Tenzyme soit la plus 
15 efScace. Puis la reaction est stoppee en incubant les tubes a 95°C pendant 5mn. 
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■ Ainsi dans les tubes RT+ il y a de l'ADN, la RT ayant synthetisee le brin 
complementaire de tous les ARN. Par contre dans les RT- il n'y a pas d'ADN, car 
il n'y a pas eu d'enzyme. Les tubes RT- servent de controle dans la reaction de 
PCR, pour savoir s'il y a contamination par l'ADN genomique. 
5 Pour chaque tube RT+ et RT-, on realise une PCR, c'est a dire une 

amplification enzymatique d'ADN. 

2 couples de primer servent d'amorce a l'enzyme (Eurobiotaq® ADN 
polymerase, Eurobio): couplel = primer PKCBl/Actl, couple 2 = primer 
PKCJ3/Act2. Dans le meme tube, il y aura done amplification de la PKCJ3 ou BI et 
"10" "deTacMeTL'actfi^ 

Pour chaque ADN provenant de la reaction de transcriptase inverse (RT+) 
ou non (RT-) les solutions suivantes sont preparees: 



ADN de la RT 
lOOng dans l'essai 


MgC12 (50mM) 2mM 
dans l'essai 


H20 


Total 


lul 


2ul 


12ul 


15ul 



20 



25 



Le melange suivant presente dans la Tableau 5 est prepare pour tous les 

15 tubes. 

Le volume final de reaction est de 50jil. 

La reaction se fait dans un appareil de PCR (Crocodile n, Appligene, 
Illkirch, France) 

Les conditions de reaction sont pour le couple 1 : 

1 cycle de denaturation des ADN (ouverture des 2 brins) : 5 minutes a 

95°C 

40 cycles d'amplification des ADN: 30 secondes a 95°C (ouverture des 

brins) 

30 secondes a 56°C (fixation specifique des amorces) 



30 secondes a 72°C (elongation des nouveaux brins) 

1 cycle d' elongation des ADN nouvellement formes : 7 minutes a 72°C 
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TABLEAU 5 



MixPCR 


xl tube 


TamDon PCR lOx 

X UUi.lL/uU JL V. J. 

dans Tessai lx 


• 5jll1 


dNTP n Qmivn 

IXX l JL JL IX Will] VI 1 

dans l'essai 500mM 


lul 


Primer acrine sens (5t±iVn 

JL XXXXXV/X CLVIXXJH/ OWJLLo ' L4/J.VJL y 

dans l'essai 0,05 (iM 


0 5ul 

V/ 5 LXX 


Primpr aptinp. anti^priQ f5nA/Tl 

X XLXAXVvX ClA^LlXXw CLXXLlO wJLLo JX-J.VX J 


0 5ll1 

UjJ LXX 


dan<? l'es^ai 0 05 uM 


Primer PKCB ou PKCBI sens f5uMi 

X XXXXXwX X J.V\_/JJ UU JL — 'JtsX uviiu V ^J* L4XVX f 

dans l'essai lp,M 


lul 


Primer PKCB ou PKCBI antisens (SjiM) 
dans Tessai 1 pM 


lul , 


H20 


25,8ul 


Taq 


0,2ul 


Total 


35fil 



Les conditions de reaction sont pour le couple 2 : Ce sont les memes 
5 cj'cles de reaction mais la temperature de fixation specifique des amorces est de 
50°C. 

Quantification de Texpression des AKN PKCB ou BI par rapport a 
Texpression de Tactine. 

Les fragments d'ADN sont deposes sur un gel d f agarose a 2% colore au 
10 BET. La migration electrophoretique se fait a 80V pendant 45mn. Les bandes 
correspondant aux ARN sont visualisees sous UV (Table UV 312nm, Bioblock 
scientific , Elkirch, France). 2 bandes apparaissent avec les ADN des tubes RT+ et 
aucune dans les RT-. Une echelle de poids moleculaires est deposee en meme 
temps pour connaitre la taille des bandes obtenues. 
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Pourle couple 1 le fragment correspondant a l'ARN de la PKCBI est de 
547pb alors que le fragment de l'ARN correspondant a l'actine est de 308pb. 

Pour le couple 2: le fragment correspondant a VAKN de la PKCB est de 
3 80pb alors que le fragment de TARN correspondant a Tacrine est de 5 1 4pb. 
5 Les bandes obtenues sont quantifies grace au logiciel "Biolise 3,02 V". Ce 

logiciel permet de calculer le volume des bandes. 

Nous comparons le rapport du volume des bandes de PKCB/actine ou 
PKCBI/actine. 

Les resultats sont presentes dans le Tableau 6. 
~l6~ ~ "~" " """" ; ' 



TABLEAU 6 





Pourcentage d' expression de 1'ARNm codant pom- 
la PKC-beta 1 


SEQ ID N°6 


0 


SEQIDN 0 ! 


55 



Exemple 4 : Activite anti-tyrosinase de la SEQ ID N°l sur melanocytes. 

Les melanocytes M4Beu sont des cellules isolees de melanome humain. (R 
15 Jacubovich et J.F. Dore Cancer Immunol. Immunother., 7 (1979), 59-64.). 

Le milieu de culture utilise pour ces cellules est le Dubelco's Modified ■ 
Eagle Medium supplemente avec 10% de serum de veau fcetal (Gibco, Paisley ; 
GB) et de gentamicine a une concentration de 4jj.g/ml. 

Les cellules M4Beu sont ensemencees a 100 000 cellules par boite avec la 
20 SEQ ID N°l ou la SEQ ID n°6 a 1 uM dans le milieu et pendant 3 jours le milieu 
est change une fois avec la SEQ ID N°l ou la SEQ ID n°6 jusqu'a confluence des 
cellules, les cellules etant recuperees 24 heures apres le dernier traitement. 

Apres 3 lavages des boites au serum physiologique ; avec racloire en 
plastique, les cellules sont recuperees dans 10 ul de tampon (0,0625 M Tris HC1 
25 pH6, SDS 3%, Glycerol 1 0%). Une l'electrophorese (Ready gel Tris-glycine 7,5% 
(Biorad, Hercules, CA, USA, ref 161-09000) tampon de migration Tris-glycine 
SDS buffer IX (Biorad, Hercules, CA, USA, ref: 161-0732 ) est realisee avec un 
depot du lysat cellulaire a la quantite de 30 p.g de proteine par puits . 
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Apres ihigration a 15 mA, le gel est demoule et rince 3 fois 20 minutes 
dans du PBS sous agitation legere pour ramener le pH a 7,5 (pH optimal pour 
1'activitede la tyrosinase) 

La revelation de Tactivite tyrosinase est obtenue par incubation du gel 3 
5 heures a 37 °C dans 10 ml d'une solution (lg/1 PBS de MBTH Sigma M8006, lg/1 
de PBS de DOPA Sigma D9628). le gel est rince 3 fois au PBS pour arreter la 
reaction de la tyrosine sur son substrat. Apres photographie, la quantification est 
ensuite realisee avec le logiciel "Biolise 3,02 V". 

Les resultats sont presentes dans la Tableau 7. 
10 - 



TABLEAU 7 





Pourcentage d'inhibition de l'activite de la tyrosinase 


SEQ ED N°6 


0 


SEQ ED N°l 


55 



Exemple 5 : Poudre pour Peclaircissement du teint du visage 

Une poudre dont la composition est presentee dans le Tableau 8 a ete 
15 preparee. 

TABLEAU 8 



Microcellulose 


20,00% 


Sodium lauryl sulfoacetate 


15,00% 


Oligonucleotide SEQ ED NO. 1 


1,00% 


Parfum, colorants, conservateurs 


qs. 


Talc 


Qsp.100% 



Cette poudre presente une double action. Elle permet un nettoyage de la 
20 peau, et de plus elle permet, par un usage regulier durant quelques jours, 
d'eclaircir le teint. On peut Pappliquer sur la peau du visage une a deux fois par 
jour. 



WO 2005/073243 



24 



PCT7FR2004/003397 



Exemple 6 : Emulsion-gel visage de jour depjgmentanfe 

Une emulsion-gel dont la composition est presentee dans le Tableau 8 a ete 
preparee. 

TABLEAU 9 



Glycerine 


5,00% 


triglycerides caprylique/caprique/succinique 


5,00% 


Methoxycinnamate d'octyle 


1,00% 


Dimethicone copolyol 


0,50% 


Acryiates / CI 0-30 alkyl acrylate crosspolymer 


0,50% 


Oligonucleotide SEQ ID NO.4 


0,01% 


Neutralisant 


qs. 


Conservateurs, parfum, colorants 


qs-. 


Eau 

- 


qsp. 100% 



Certaines personnes soumises au rayonnement plus ou moins intense de la 
lumiere du jour, voire du soleil direCtement, souhaitent conserver un teint clair et 
eviter l'apparition de taches pigmentees. 
10 L'utilisation de 1' emulsion-gel ci-dessus permettra d'atteindre ce but. Cette 

composition s'applique sur le visage generalement le matin. Elle agit aussi bien de 
maniere preventive que curative sur la pigmentation, reguliere ou non, du visage. 

Exemple 7 : Fluide pro tecteur SPF 30 preventif des taches pjgmentaires 
1 5 Un fluide protecteur dont la composition est presentee dans le Tableau 1 0 

a ete prepare. 

Le fluide protecteur est utilise pour prevenir l'apparition de taches 
pigmentaires, cbez les personnes predisposees a ce phenomene, avant l'exposition 
a un rayonnement solaire intense. II est a noter que la presence d'une 
20 concentration elevee en filtre solaire permet de compenser la diminution de la 
protection naturelle, consequence de la baisse du taux de melanine. 
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TABLEAU 10 



Pentacyclomethicone volatile 


49,00% 


Dioxyde de titane 


15,00% 


Methoxycinnamate d'octyle 


7,50% 


Glycerine 


5,00% 


Phenyltrimethicone 


5,00% 


Dimethicone copolyol 


3,00% 


Polymethylmethacrylate 


2,50% 


Butyl methoxydibenzoyle methane 


. 1,00% 


Oligonucleotide SEQ ID NO.l 


0, 1% 


Neutralisant, Parfum, Conservateurs, antioxydants 


qs. 


Eau 


qsp. 100% 



Exemple 8 : Creme visage depigmentante 

5 • 

Une creme dont la composition est presentee dans le Tableau 11 a ete 
preparee. 



L'utilisation de cette creme permet de traiter les irregularites de la 
10 pigmentation cutanee, en.attenuant ou supprimant les taches de senescence ou les 
taches pigmentaires actiniques. Elle homogeneise la coloration de la peau et 
eclaircit le teint. 



15 
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TABLEAU 11 



Glyceryl stearate + Peg-100 stearate 


5,00% 


Polyisobutene hydrogene 


4,00% 


Magnesium ascorbyl phosphate 


3,30% 


Tricaprylate /caprate de glycerol 


3,00% 


Squalane 


3,00% 


Glycerine 


2,00% 


Cire d'abeille 


1,50% 


Cetearyl octanoate 


1,50% 


Alcool cetylique 


1,00% 


Alcool stearylique 


1,00% 


Dimethicone 


1,00% 


Gomme xanthane 


0,30% 


Acide ethylene diamine tetracetique 


0,20% 


Acide citrique 


0,10% 


Citrate de sodium 


0,10% 


Oligonucleotide SEQ ID NO.l 


0,10% 


Neutralisant, Parfum, Conservateurs 


qs. 


Eau 


qsp. 100% 



5 E'xemple 9 : Lotion visage pour eclaircir le teint 

Une lotion dont la composition est presentee dans le Tableau 12 a ete 
preparee. 



10 
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TABLEAU 12 



Alcool ethylique 


30,00% 


PPG-3 Myristyl ether 


5,00% 


Glycerine 


2,00% 


Carborner 


0,20% 


Polysorbate 20 


0,20% 


Oligonucleotide SEQ ED NO. 1 


0,01% 


Neutralisant, Parfum, Conservateurs 


qs. 


Eau 


qsp- 

100% 





Cette lotion pour eclaircir Ie teint s'utilise apres le demaquillage et le 
nettoyage de la peau. 

5 Exemple 10 : Serum Visage eclaircissant 

Un serum dont la composition est presentee dans le Tableau 13 a ete 
prepare. 



TABLEAU 13 



Eau 


qsp 100% 


Glycerine 


2% 


EDTA tetrasodique 




Acide citrique 


qsp pH souhaite 


Citrate trisodique 




Gomme xanthane 


0.25% 


Polyacrylamide, CI 3. 14 isoparaffin, 


0.5% 


laureth-7 




Dimethicone copolyol 


0.25% 


Oligonucleotide SEQ ID n° 1 


0.1% 


Parfum, colorant, conservateur 


qs 



10 



Une goutte de cette composition tres concentree de serum, s' applique sur 
le visage general ement avant 1' application d'une creme pour le visage. Ce serum 
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s'utilise habituellement par cures d'une a deux sernaines pour obtenir ou 
entretenir un eclaircissement du teint. 

Exemple 11 : Lotion capillaire pour eclaircir la chevelure 

5 Une lotion capillaire dont la composition est presentee dans le Tableau 14 

a ete preparee. 



TABLEAU 14 



Eau 


qsp 100% 


Alcool 


50% 


Panthenylethyl ether 


0.5% 


Acetate DL- a -tocopherol 


0.2% 


Polysorbate 60 


1% 


Oligonucleotide SEQ ID NO.l 


0.01% 


Parfum 


0.2% 


Glycerine 


0.5% 


Colorant 


qs 



Cette lotion s'applique sur les cheveux matin et soir pendant la duree 
10 necessaire pour obtenir un eclaircissement progressif de la chevelure. Cette duree 
est generalement de plusieurs sernaines. 

Exemple 12 : Gel creme anti-taches pour les mains 

15 Un gel-creme dont la composition est presentee dans le Tableau 15 a ete 

prepare. 



20 



Ce gel-creme doit etre applique directement sur les taches de senescence 
(lentigos seniles) des mains, pour en attenuer la coloration. 



WO 2005/(173243 



29 



PCT/FR2004/003397 



TABLEAU 15 



Caprilic/capric diglyceryl succinate 


6% 


Octyl octanoate 


2.5% 


Methoxycinnamate d'octyle 


6% 


Oligonucleotide SEQ ID NO. 1 (phosphodiester) 


0.001% 


Phenyltrimeticone 


2.5% 


Benzophenon-3 


0.5% 


Hyaluronate de sodium 


0.05% 


Gomme xanthane 


0.2% 


Acrylates/C 10.30 alkyl acrylate copolymer 


0.5% 


Glycerine ' 


2% 


PEG 150 


3% 


Neutralisants, Colorants, parfum, conservateurs 


qs 


Eau purifiee 


qsp 100% 



Exemple 13 : Solution dermatologique pour traiter l y hyperpigmentation 
d^rigine pathologique. 

5 

Un serum dont la composition est presentee dans le tableau 16 a ete 
prepare. 

10 
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TABLEAU 16 



Pentacyclomethicone volatile 


49,00% 


Dioxyde de titane 


' 15,00% 


Methoxycinnamate d'octyle 


7,50% 


Glycerine 


5,00% 


Phenyltrimethicone 


5,00% 


Dimethicone copolyol 


3,00% 


Polymethylrnethacrylate 


2,50% 


Butyl methoxydibenzoyle methane 


1,00% 


Oligonucleotide SEQ ID NO.l 


2,00% 


Neutralisant, Parfum, Conservateurs, antioxydants 


qs. 


Eau 


qsp. 100% 



5 



Ce serum s'applique sur la peau quotidiennemeat pour traiter les personnes 
atteintes d'hyperpigmentations regionales. 
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REVENDICATIONS 

1 . Oligonucleotide comportant un nombre de nucleotides compris entre 7 et 25, 
de preference egal a 20, capable de s'hybrider de fa9on specifique avec les 

5 genes ou les produits des genes codant pour la proteine kinase C beta-1 (PKC 

beta-1). 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1, capable de s'hybrider de fa$on 
specifique avec une quelconque des regions 5' a 3', codante on non codante 
des genes codant pour la PKC beta-1 

„ yo 37 OUgomicreotide ~sel^~rtme^ est"" 
Tune des sequences SEQ ID N°l a SEQ ID N°5 ayant la signification suivante 

- SEQ ID N°l : ACACCCCAGGCTCAACGATG 

- SED ID N°2 : TGG AGT TTG CAT TCA CCT AC 
15 - SEQ ID N°3 : AAA GGC CTC TAA GAC AAG CT 

- SED ID N°4 : GCC AGC ATC TGC ACC GTG AA 

- SED ID N°5 : CCG AAG CTT ACT CAC AAT TT 

4. Oligonucleotide selon la revendication 3 dont la sequence est Tune des 
sequences SEQ ID N°l et SEQ ID N°4. 
20 5 . Oligonucleotide selon la revendication 3 dont la sequence est SEQ ID N° 1 . 

6. Oligonucleotide selon Tune des revendications precedentes, comprenant me 
ou plusieurs modifications chimiques au niveau de ses parties sucres, ses 
parties nucleobases ou son squelette internucleotidique, lesdites modifications 
conferant des caracteristiques physico-chimiques ameliorees audit 

25 oligonucleotide. 

7. Oligonucleotide selon la revendication 6, caracterise en ce que sa partie sucre 
comprend un substituant 2'-0-fluoro ou 2'-0-alkyle, preferentiellement un 

■ substituant 2'-0-ethyloxymethyle ou 2'-0-methyle. 

8. Oligonucleotide selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce qu'une partie 
30 des groupements phosphodiesters de son squelette internucleotidique est 

remplacee par des groupements phosphorothioates. 
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9. Oligonucleotide selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce qu'une partie 
des groupements phosphodiesters de son squelette internucleotidique est 
remplacee par des groupements methylphosphonates. 

10. Oligonucleotide selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que tous les 
5 groupements phosphodiesters sont reinplaces par des groupements 

phosphorothioates. 

11. Oligonucleotide selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que tous les 
groupements phosphodiesters sont remplaces par des groupements 
methylphosphonates. 

„ 1Q i2rOtigomacreMde^ 

groupements phophodiesters sont remplaces en tout ou partie par des 
groupements phosphorothioates et/ou par des groupements 
methylphosphonates. 

13. Oligonucleotide selon Tune des revendi cations 1 a 12 auquel on a greffe un 
15 vecteur d' administration lineaire de type acide nucleique ou peptidique, ou un 

vecteur d 5 administration circulaire de type plasrnidique. 

14. Composition cosmetique contenant au moins un oligonucleotide selon Tune 
des revendications 1 a 13 etun milieu cosmetiquement acceptable. 

15. Composition cosmetique selon la revendication 14 contenant un ou plusieurs 
20 agents actifs choisis parmi un oligonucleotide antisens dirige contre les 

produits d'expression du gene de la tyrosinase ; un oligonucleotide antisens 
dirige contre les produits d'expression du gene de la tyrosinase-related-protein 
1 (TRP-1) ; Pacide ellagique et ses derives ; le resorcinol et ses derives ; la 
vitamine C et ses derives ; le pantothenate sulfonate et ses derives ; des 

25 molecules interferant directement ou indirectement avec Palpha-melanocyte 

stimulating hormone (ot-MSH) ou son recepteur ou l'hormone 
adrenocorticotropique (ACTH) ; les polyols tels que la glycerine le glycol ou 
le propylene glycol ; les vitamines ; les agents keratolytiques et/ou 
desquamants tels que Pacide salicylique et ses derives ; les alpha- 

30 hydroxyacides tels que Pacide lactique ou Pacide malique, seuls ou greffes ; 

Pacide ascorbique et ses derives ; les retino'ides et les carotenoi'des en 
preparation liposomique ou non, tels que le retinaldehyde ; le retinol et ses 



WO 2005/073243 



PCT/FR2004/003397 



derives tels que t le palmitate, le propionate ou P acetate, le beta-carotene; des 
agents antiglycations et/ou antioxydants pris seuls on en association tels que le 
tocopherol et ses derives, la thiotaurine, Phypotaurine, Paminoguanidine, la 
thiamine pyrophosphate, la pyridoxamine, la lysine, Phistidine, Parginine, la 
5 phenylalanine, la pyridoxine, P adenosine triphosphate; les agents anti- 

inflammatories tels que le stearyl glycyrrhetinate ; les agents apaisants et leurs 
melanges, les filtres solaires chimiques ou physiques tels que le 
methoxycinnamate d'octyle, le butyl-methoxydibenzoyl-methane, Poxyde de 
titane et Poxyde de zinc ; et les acides desoxyribonucleiques et/ou nucleiques. 
10 16; eomposition~cosmetique"selon"la~revendication 14"ou" l"57"caracterisee~en *ce~ 
que le/les oligonucleotides selon Pinvention represented 0,00001 % a 10 %, 
de preference 0,0003 % a 3 % du poids total de la composition. - * 

17. Composition cosmetique selon Pune quelconque des revendications 14 a 16 se 
presentant sous la . forme d'une emulsion contenarit line huile, un 

15 emulsionnant choisi parmi les esters d'acide gras et de polyethylene glycol, 

tels que le stearate de PEG-20, et les esters d'acide gras et de glycerine, tels 
que le stearate de glycerine, et un co-emulsionnant 

18. Utilisation d'une composition selon les revendications 14 a 17 pour 
depigmenter ou blanchir la peau, les poils et/ou les cheveux humains. 

20 19. Utilisation d f un oligonucleotide selon les revendications 1 a 13 a titre d'agent 
actif inhibiteur de la synthese de la melanine pour la fabrication d ! une 
composition cosmetique selon les revendications 14 a 17. 
20. Utilisation d f au moins un oligonucleotide selon les revendications 1 a 13 a titre 
d' agent actif inhibiteur de la synthese de la melanine pour la fabrication d'une 

25 composition pharmaceutique topique destinee au traitement ou a la prevention 

des hyperpigmentations regionales par hyper-activite melanocytaire telles que 
les melasmas idiopathiques, des hyperpigmentations localisees par hyper- 
activit6 et proliferation melanocytaire benigne telles que les taches 
pigmentaires seniles (lentigo actiniques), des hyperpigmentations 

30 accidentelles telles que la photo sensibilisation ou la cicatrisation post- 

lesibnnelle, et pour le traitement de certaines leucodermies telles que le 
vitiligo. 
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21. Utilisation selon la revendication 20, caracterisee en ce que le/les 
oligonucleotides selon 1'invention represented 0,00001 % a 10 %, de 
preference 0,0003 % a 3 % du poids total de ladite composition 
pharmaceutique topique. 
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<120> Oligonucleotides anti-PKC 
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<160> 5 
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<213> Sequence artif icielle 
<220> 
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